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論文内容要旨
 移植成績を左右する肺移植後虚血再灌流傷害の発生機序は複雑多岐であるため,その制御には
 分子機構の詳細な把握と実効性のある抑制法の開発が重要である。本研究では初めに,ラット同系
 左肺移植モデルを用いて保存せずに肺移植した群と12時間保存後に肺移植した群の2群を作製し,
 cDNAマイクロアレイ法を用いて虚血再灌流傷害に関与する遺伝子を探索した。
 その結果,12時間保存後移植肺では,無保存移植肺に比較して高度な肺水腫,低酸素血症なら
 びにアポトーシス細胞の出現を特徴とする虚血再灌流傷害と,探索した1300遺伝子中25遺伝子に
 おいて有意な発現の差が認められた。すなわち,12時間保存後移植肺では,25遺伝子のうち炎症
 性サイトカインTumornecrosisfactor(TNF)とInterleukin6(IL-6),慢性炎症に関与する細
 胞内シグナル蛋白Phosphodiesterase4B(PDE-4B)の遺伝子を含めた9遺伝子の発現が,無保
 存移植肺に比較して2倍以上高かったのに対し,ストレス応答蛋白Heatshockprotein70(Hsp
 70)や炎症性サイトカインlnterleukin10(fL-10)さらには抗アポトーシス蛋白inhibitorof
 apoptosisprotein1とA20の遺伝子を含めた16遺伝子の発現が2倍以上低かった。
 次に,虚血再灌流傷害の進展には炎症やアポトーシスが深く関与することから,12時間保存
 後移植肺において遺伝子発現が高かった9遺伝子の中で,炎症促進作用をもつTNFとIL-6,さ
 らには,遺伝子発現が低かった16遺伝子の中で,抗炎症作用をもつIL-10と抗アポトーシス作
 用をもつHsp70に着目し,それらの動態をELISA法またはウエスタンブロティング法にて検
 討した。
 その結果,12時間保存後移植肺のTNF,IL-6の蛋白発現は,無保存移植肺と統計学的に有意
 な差は認められなかったのに対し,12時間保存後移植肺のIL-10とHsp70の蛋白発現は,無保
 存移植肺に比較して有意に低かった。また,このHsp70蛋白発現の低下は,移植前の12時間保
 存後肺においても認められた。
 Hsp70は,虚血再灌流ストレスに対する強力な細胞保護作用や抗アポトーシス作用をもつこ
 とから,12時間保存後肺におけるこのHsp70蛋白発現の低下が移植後の肺傷害の進展やアポトー
 シスの招来にどのようにかかわるのかについて,従来の熱曝露法や遺伝子導入法とは異なるHsp70
 誘導法を用いて検討し左。
 その結果,Hsp70誘導剤Geranylgeranylace七〇ne(以下,GGA)の経口または灌流液投与
 は,12時間保存後肺ならびにその移植後肺で認められたHsp70のmRNAや蛋白発現の低下を
 抑制しただけでなく,移植後の高度な肺水腫と低酸素血症の招来さらにはアポトーシスの発生を
 軽減したことから,12時間保存後肺でみられたHsp70蛋白発現の低下が肺移植後虚血再灌流傷
 害やアポトーシスの招来において重要な役割を演じていることが明らかとなった。また,Hsp70誘
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 導剤であるGGAは,12時間保存後移植肺でみられたような虚血再灌流傷害やアポトーシスを
 軽減または抑制する新しい治療薬の一つになりうる可能性が示唆された。
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 審査結果の要旨
 脳死肺移植後急性期の重篤な合併症の一つである虚血再灌流傷害の進展には,虚血再灌流によっ
 て誘発される炎症反応が重要な役割を果たしているが,その詳細は複雑多岐であるため,その制
 御には分子機構の詳細な把握と実効性のある抑制法の開発が急務と考えられる。本論文は,虚血
 再灌流によって誘発される炎症反応に関与する遺伝子群をcDNAマイクロアレイ法を用いてス
 クリーニングすること,また,その中で強力な細胞保護作用や抗アポトーシス作用を有する
 Heatshockprotein70(Hsp70)に注目し,その制御が虚血再灌流傷害の進展を抑制するかど
 うか検討したものである。
 ラット同系同所性左肺移植モデルを用いて保存時間の有無によって非虚血再灌流傷害群と虚血
 再灌流傷害群を作成し,再灌流1時間後に摘出した各移植肺についてcDNAマイクロアレイ法
 を用いてそれらの遺伝子発現を比較検討した。その結果,TNFやIL-6などの炎症促進に関与す
 る遺伝子の発現が,虚血再灌流傷害群において高く,抗炎症作用や抗アポトーシス作用を有する
 IL40やHsp70の遺伝子発現が低いことが見出された。次に,著者が注目したHsp70について
 は,移植肺におけるmRNAならびに蛋白質の発現を定量RT-PCR法やウエスタンプロット法
 にて定量化し,さらには免役染色法を用いて発現部位を同定化した。その結果,虚血再灌流傷害
 群では,mRNA同様,蛋白質のレベルにおいても肺胞隔壁を構築する細胞に於いてその発現が
 低かった。そこで著者は,このHsp70の発現の低下が肺移植後の虚血再灌流傷害の進展に関わ
 ることを裏付けるとともに早期の臨床応用を目指して,Hsp70誘導剤Geranylgeranylacetone
 (GGA)を投与した群を作成した。その結果,GGAの経口または経灌流液投与群では,GGA
 非投与群で認められたHsp70の蛋白発現の低下ならびに移植後の肺水腫やアポトーシスの発生
 が抑制された。
 以上,本論文は肺移植後虚血再灌流傷害の進展にHsp70が深く関与することを遺伝子群の探
 索により初めて明らかにしたものであり,さらにその結果をもとにHsp70誘導剤GGAによる
 虚血再灌流傷害の制御が肺移植モデルにおいて可能であることを実証したものである。この結果
 は今後の肺移植後成績の向上にきわめてインパクトのあるものであり,学位授与に値する研究成
 果と思われる。
 よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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